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Verfahren zur Enantiomerentrennung an chiral modifizierten Trennoberflachen durch Elektromigration in 

Kapillarsaulen 

) Die vorhegende Erfindung beschreibt esn Verfahren zur 
Trennung von Enantiomeren durch elektrokmetische Verfah- 
ren »n Kapillarsaulen unter Verwendung von oberflachenf»- 
xierten chiralen Konnponenten Als chirale Komponente wird 
beisptelsweise em Polvsiloxan. an das alkyhertes Cyclodex 
trin {(I. P Oder y) chemisch gebunden wurde und welches an 
die im Trennsystenn befindlichen Oberflachen immobilisiert 
wurde, ver^endet Das erfmdungsgemaRe Verfahren eignet 
sich zur qualitativen und quantitativen Analyse von Isonne 
ren, msbesondere von Enantionneren, die mit herkommhchen 
Meihoden schlecht oder nur mit groSenn Aufwand getrennt 
werden Insbesondere r^^steht keine Beschrankung auf 
unzersetzt fluchtige Analyte wie tn der Gaschromatographie 
Em typischer Vorteil des erfmdungsgemaRen Verfahrens ist 
neben der hohen Auflosung die lange Lebensdauer der 
verwendeten Anordnung Die bei Verwendung als Zusatz zur 
mobilen Phase ubhche Notwendigkeit der de-novo-Bereit 
stellijng der Trennkonnponente nach jedenn Analysengang 
erubrigt stch im erfmdungSgemaGen Verfahren 
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Beschreibung 

Gegenuber chromatographiscHen Methoden weisen 
Elekiromigrationsverfahren m Kapillaren (Kapillarzo- 
nenelektrophorese. Kapillansotachophorese. Micellare 
elekirokmetische Chromatographie MEKC etc.) wichti- 
ge Voneile auf w:e hochste Effizienz, fronrale Elutions- 
profile. Miniaturisierung und emfache Apparaturen. 

Novotn\ bezeichnete kiirzlich die Technik der Kapil- 
larelekrrophorese (CE) als "the ultimate in bioanalytical 
separation" und wies auf deren Bedeutung fur die Tren- 
nung optischer Isomere (Enantiomere) hin (vgl. LC-GC 
IniL, Vol. 4 (No. 9). S. 48 (1991)). Eiri tntscheidender 
Vortejj der Elekiromigrationsverfahren besieht darin. 
daS die Aufircnnung von AnaKten nach dem elekiro- 
phoretischen Trennpnnzip durch Verwendung von mi- 
cellenbiidenden oberflachenakiiven S^bstanzen oder 
mklusionsfahigen Agenzien (Cyclodextnne) aufgrund 
zusatzlicher chromatographischer Verteilungsgleichge- 
wichte noch verbessert werden kann ("zweidimensiona- 
ie Elekirochromaiographie"). EnaRtiomerentrennungen 
in der Kapilarelektrophorese wurden bisher uberwie- 
gend durch Zusatz ernes chiraien Selektors (z. B. Kup- 
fer-L-Histidin-Komplexe. Cyclodextnne) zur mobiien 
Pufferlosung durchgefuhrt (E. Gassm.ann. |. iCuo. R.|. 
Zare, Science. 230 (1985)813; H. Nishi. T. Fukujama, M. 
Matsuo. S. Terabe. J. Microcol. Sep. 1 (1989) 234; S. 
Terabe ei aL I. Chromatogr. 332 (1985) 211 und 553 
(1991) 503: J. Snopek. E. Smolkova-Keulemansova. J. 
Chromatogr. 438 (1988) 211; S. Fanali. ibid.. 545 (1991) 
437). Der Eiribau von Cyclodexrrinen in Gele in der 
Kapillargelelektrophorese fuhrte zu Trennungen von 
racemischen Ammosauren. (A. Guirman, .A. Pauius. A. 
Cohen, N. Grinberg. B. Karger, ]. Chromatogr.. 448 
(;988)41). 

Eine weseniliche Verbesserung dieser Verfahren zur 
Enantiomerentrennung kann erreichi werden, wenn der 
chirale Seiektor nicht der mobilen Phase zugeseizt wird. 
sondern an das Tragermaienal oder an die Glasoberfla- 
che chem.isch angebunden und permanent immobilisiert 
u ird. 

Beschreibung 

Die Erfmdung beinfft demnach em Verfahren zur se- 
iektiven .Auftrennung von Enaniiomeren durch Trenn- 
lechniken. die auf dem Prinzip der Elektromigration m 
nicht Gel-gefullten Kcpillarsaulen beruhen. mit Hilfe 
von chiralen. oberflachen-gebundenen und immobili- 
sierien enaniioselekiiven Staiionarphasen. z. B. CHI- 
RASIL-DEX (ein Polysiloxan. an das Cyclodextrin che- 
misch angebunden ist). Bei diesem Verfahren werden 
die zu irennenden Enantiomere durch Anlegen eines 
elektnschen Feldes durch die Trennkapillare bewegi. 
Die mu dieser MeBanordnung erreichte Effizienz uber- 
ragi bei weitem diejenige bekannier Trenniechniken 
(z. B High Pressure Liquid Chromatography. HPLC). 
Sind die Wanderungsgeschwindtgkeiten der Einzelsub- 
stanzen in achiraier Umgebung gleich, wie beispiels%^ei- 
be bei opiischen isomeren. so \vird eine Enantiomeren- 
disknminierung durch Zugabe eines chiralen. nich:-ra 
cemischen Selektors aufgrund der Ausbildung ernes 
schnellen und reversiblen enaniioselektiven Vertei- 
lungsgieichgewichts erreicht Bei Verwendung von C>- 
c:odextrinen beruht die Enart omerendiskrtmmierung 
V. ahrscheinhch auf inklusion der Analvte in den chiralen 
Hohlraurr. des Cvclodextrinrorus (vgl V Schurig. H.-P 
\owotn>. AngevJ Chem.. 102 ( 19^0) 9t)9}. 
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Bei den bisher in der Literatur beschriebenen Metho- 
den zur Enan;iomerenanalyse erfolgte der Zusatz von 
naiiven oder derivatisierten Cyciodextrinen hauptsach- 
lich durch Zumischen zur Pufferlosung. Troiz der Ein- 

5 fachheit und groBen Anwendungsbreite dieser Methode 
ist diese jedoch rv.ii grundlegenden Nachteilen behaftet. 
die die routinemaOige Anwendung zur Enantiomeren- 
analytik erschweren. Erne Rezyklisierung des nach je- 
dem .Analysenlauf zu erneuernden Elekirolyten in der 

10 Trennkapillare ^st oft sehr zeitaufwendig. wobei der zu- 
saizliche Verlusi an derivatisiertem Cyclodextrin (y) ei- 
nen nicht unerheblichen Kosienfaktor darstellt. Eine 
wesentliche Verbesserung der elektrochromatographi- 
schen Enaniiomerenanalytik .Ntellt erfmdungsgemaB die 

15 permanenie Fixierung nativer und derivatisierter Cy- 
clodexirme an eine im Trennsysiem befindiiche Oberfla- 
che dar. an der nunmehr ersimals Enaniiomerentren- 
nungen durch Elektrochromaiographie gelungen sind. 
Die chiral modifizierie Oberflache isi im emfachsten 

20 Fall die Sauieninnenwand. kann aber auch ein in die 
Saule gebrachtes Packungsmaieriai (z. B. die in der 
HPLC ubiicheji Tragcrmaierialien) darsiellen. Die Auf- 
bringung des Cyclodexirins auf die Oberflache erfolgi 
bevorzugr durch direkte chemische Anbmdung. Erfm- 

25 dungsgernaS mu(3 die Anbindung m nicht-Gel-gefullien 
Kapillarsauien jedoch nicht ausschlieBlich durch vorhe- 
nge chemische Bindung an em jnlosliches oder immobi- 
iiMerbares Polymer erfolgen, denn auch tm Puffer unlos- 
liche Cyclodextrinden\ ate bieten durch Benetzung der 

30 Oberflache die Mogiichkeii zur enaniioselektiven 
Wechselwirkung. Die sich aus der erfindungsgemaBen 
Durchfuhrung der Methode zur Enaniiomerenanalytik 
in der KapiHarelektrophorese ergebende Fulle von We- 
gen zur Gberfiachenfixierung von Cyciodextrinen (oder 

35 anderen chiralen Seicktoren). fuhrt be%orzugt zum Ein- 
satz von cyclodextrinhaltigen Po'ymeren auf Polysilox- 
anbasis wie zum Bei^piel CHIRASIL-DEX (oder ande- 
ren chiralen Puiyrieren) (V Schurig. D. Schmalzmg. M. 
Schieimer. Angew. Chem. 103 ( 1991) 994). Aufgrund der 

40 oft hohen Enaniioselekt.viiai vei bunden mil den Vortei- 
len von Polysiloxanen. wie einfaches Beiegen von Ober- 
flachen, leichte Immobilisierbarkeii und hohe chemische 
Stabiliiat hat sich die chrale Siaiionarphase CHIRA- 
SIL-DEX auch schon m anderen Verfahren (Inkiusions- 

45 Gaschromaiog.-aphic und Superkriiische-FIuid-Chro- 
maiographie) bewahrt (V. Schurig et ai.. j. H;gh Resolut. 
Chromatogr. 13(1 990) 7 1 3 und ! 4 ( 1 99 1 ) 58). Die folgen- 
den Beispiele sollen das erfindungsgemaOe Verfahren 
erlautern. ohne dieses jedoch einzuschranken. 

50 

Beispiele 
Beispiel 1 

55 Die Anbmdung der Cyclodextrinderivate an das Poly- 
siloxan erfolgi durch Hvdrosiivlicrung (V. Schurig et ai.. 
]. High Resolut. Chromatogr. 13 (1990) 7! 3 und 14(1991) 
58). Vor der Belegung emer Fused Silica Kapillarsaule 
(z. B. 50 um Innendurchmesser. 1 m Lange) werden un- 
gefahr 3 mm der Polyimidschicht fur die On-column- 
Deiektion bcispielsweise durch Abbrennen beseitigt. 
Die Belegung erfolgi nach der statischen Methode. 
CHIRASll-DEX (Abb. 1) wird dazu in emem leicht- 
fluchiigon Losungsmitiel (z B. n Penian) gelost. Die Im- 

f.5 mobiiisierung der chiralen Phase erfolgi bevorzugi 
thermisch bei 250' C. Durch gaschromiatographische 
Messungen mit einschiag;gen racer ochen Testsubstra- 
ic^^ v.erden Immobilisierungsgrad. Se^eKiiMtat und Effi- 
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zienz der Sai:!e vorab getestet. Danach wird die Kapil- 
larsaule in em Elekirophoresegerat (z. B. Kapillar-Elek- 
irophorese-System l{X)der Firma GROM. Herrenberg. 
FRG). ausgestattet mit eir.er. Hochspannungsquelle, ei- 
nem On-column-UV-Deiektor. zwei PuffergefaQen. je- 5 
weils eines an der Injektions- und Detektionsseite der 
Kapillarsaule. eingebaui. Auf vorsichtige Justierung des 
Detektionsfensters wird geachtei. Die Kapillarsaule 
wird mit Pufferlosung (z. B. Borai-Phosphat-Puffer pH 
7) langsam gespult, danach wird eine Spannung z. B. von 10 
15 kV angelegt Dieser Vorgang wird so lange wieder- 
hoit bis bei sehr empfindlicher Einstellung des Detek- 
tors und des Integrators (z. B. Shimadzu C-R3A Chro- 
matograp) eine stabile Basislinie zu beobachten ist. Die 
erreichte Anordnung wird nun zur Enaniiomerentren- 15 
nung racemischer Analyte eingesetzt (Beispiel 2 und 3). 
Nach jedem Anaiysenlauf wird die Kapillarsaule mehr-. : 
rr.als mii Puffer und gegebenenfalls mil Wasser oder 
Methanol gespult. Die Saule zeigte nach zw eiwochigem 
Dauerberrieb keine Verminderung ihrer Enantioselekti- 20 
\ itat (Beispiel 2 und 3) oder eine gravierende Anderung 
des elektroosmotischen 'Flusses, AnschlieBende Mes-. 
sungen in gaschromatographischem Beirieb zeigien fiir 
dieselben Testracemate keine Veranderung bezugUch 
Enantioselektivitat und Effizienz. 25 

Dies laBt auf die Stabiliiat der CHIRASIL-DEX Pha- , 
se bei elekiochromatographischen Messungen bei ei- 
nem pH-Wert von.7 schlieQen. 

Beispiel 2 - • 30 

An einer nach Beispiel 1 beiegten und konditionierterx, 
CHIRASIL-DEX-Kapillarsaule gelingt die Enantiomei 
rentrennung vdn ( ±)-■l.l^Biniaphthyl•2.2'-dlylhydrogen- 
phosphat bei verschiederien^Spannungen (vgL. Abb. 2 35 
(links): Sauleninnendurchinesser.50 ^im, effektive Sau- 
[enlange bis ziinl Oet^ktor-80 cm; totale Lange 97 cm..- 
Borat-Phosphat-Puffer 7. Detektion:-220 nm. einge-- 
steilie Spannungen 20. 26. 30 kV). 

Befspiel 3 

Unier den Bedingurrgen der in Beispiel 2 beschriebe- 
nen Anordnung erreichi.man eirre gute Aufirennung der 
Enaniiomeren des l-Pl>en\le.thanols schon bei- kleinsten 45 
Kapaziiaisfaktore^i (k - 0.1 3) (vgl. Abb. 2 (rechts); an- 
gelegte Spannung.'20^kV).. 

'-}''■ '.'. 
Beispiel 4 

* 50 
Fiir Methanol als Referenzsubstanz und fiir die in 
Beispiel 2 gezeigteTrennung zeigi Abb. 3 den Zusam- 
menhang zwischen Retennonszeit und angelegter Span- 
nung an einer unbelegten KapiUarsaule und einer mit 
immobiiisierien CHIRASIL-DEX beiegten Kapillarsau- 55 
le. Die insgesamt erhohten Retentionszeiten an den mit 
CHIRASIL-DEX beiegten Kapillarsaulen beweisen ne- 
ben emem erniedrigten elektroosmotischen FluB, be- 
dingt durch die Maskierung der Silanolgruppen durch 
die Belegung. das Auftreten eines zusiitzlichen chemi- to 
schen Verteilungsgleichgewichtes im elektrokinetischen 
System 

Patentanspruche 

I Verfahren zur Trennung von Enaniiomeren 
durch Elektromigration in Kapillarsaulen. dadurch 
gekennzeichnet, daC chirale Siaiionarphasen ver- 



wendei werden.die als Film aufgebracht und an die 
im Trennsystem befindlichen Oberflachen fixiert 

werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekenn- 
zeichnet.daQ immobilisiertes CHIRASIL-DEX zur 
Oberflachenmodifizierung eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Hydroxylgruppen der Cy- 
clodextrinkomponente in CHIRASIL-DEX frei 
oder alkyliert (unverzwcigt, verzweigt bis Cioo) 
oder acyliert oder perfluoroacyliert (unverzeigt. 
verzweigt bis Cioo) vorliegen und daB a. p, v, oder 
6-Cyclodextrin eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 2. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die Anbindung der Cyclodextnn- 
komponente an das Polysiloxan in CHIRASIL- 

. DEX iiber eine verzweigte oder unverzweigte Al- 
kyhdenkette beliebiger Lange erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch t und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die Polysiloxankomponente in 
CHIRASIL-DEX, deren organische Reste alle bis- 
her bekannten Radikale (Alkyle. Aryle. funktionali- 
siert oder unfunkiionali5iert)darstellen konnen, auf 
Silica-Oberflachen (Glas, Fused Silica, Silicagel) im- 
mobilisiert wird. r • 

6. Verfahren, nach A^nspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB der, chirale Stationarphasenfilm ent- 
vieder durch Aufbrmgen von CHIRASIL-DEX ge- 
schaffen wird oder durch On-Column-Reakiionen 

' von cyclodextrinhaliigen reaktiven Bausteinen ent- 
steht. 
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Abb. 5 
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